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摘要: 传统的微生物分离与培养技术无法揭示微生物群落的动态变化.为了阐释虾池沉积环境微生态格局的原始组成情
况,本研究先以 T ENP 缓冲液去除沉积物中的腐殖酸, 继之以溶菌酶2SDS温和裂解, 其总 DNA 的提取效率达 90% 以上,
所获 DNA 产量达 2~ 20 Lg/ g 沉积物(湿) , 片段大小均在 23 kb 左右,不经纯化即可直接进行 PCR扩增和限制性酶切. 以
该 DNA 为模板进行 PCR2DGGE 分析, 揭示了虾池沉积物丰富的微生物多样性. 该方法是一种适用于虾池沉积物总 DNA
提取的简便、可靠方法.
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分离、培养基础上[ 2] , 而在环境样品中,能用现有技术








微生物实际组成状况的总 DNA 为基础, 同时也必须
去除影响后续 PCR扩增、限制性酶切以及杂交等反应
的腐殖酸等杂质[ 4] . 本研究旨在建立一种适用于虾池
沉积物总 DNA 的提取方法, 以期为虾池等海水养殖
环境的微生物分子生态学研究奠定基础.
1  材料和方法




坚硬的石英碎屑.样品采集后置于- 20 e 保存.
1. 2  方  法
1. 2. 1  沉积物样品腐殖酸含量的测定
在吴昆明等[ 5]建立的土壤腐殖酸的测定方法基础
上加以改进,具体步骤如下:
( 1)腐殖酸的提取:称取 5份沉积物, 各 5 g,置于
50 mL离心管中,加入 20 mL 腐殖酸提取缓冲液( 100
mmol/ L焦磷酸钠, pH13. 0) ,旋涡 3 min,置于 80 e 水
浴 10 min, 旋涡后 8 000 r/ min 离心 3 min, 将各管上
清液混合,置于 500 mL烧杯中, pH 调至 1. 0, 室温沉
淀 10 min, 弃上清液,收集沉淀,烘干,作为标样.
( 2)待测液的制备:准确称取 5. 000 g经室温自然
风干、破碎并经 0. 05 mm 尼龙筛筛选的样品, 置于
100 mL 锥形瓶中, 加入 40 mL0. 1 mol/ L NaOH 间歇
振荡 24 h, 过滤后待测. 过滤不完全的可用离心机
5 000 r/ min离心 10 min,取上清液.
( 3)腐殖酸标准曲线的绘制:准确称取干质量34. 6
mg腐殖酸, 溶于 15 mL 0. 1 mol/ L的 NaOH 溶液,摇
匀,制成原标液.各取原标液 1、2、3、4、5 mL 分别加蒸
馏水定容至 10 mL,制成标准液.分别取 2 mL 标准溶
液于试管中,加入4 mL重铬酸钾2硫酸标准混合液,用
微型旋涡混合仪迅速混匀后静置 30 min, 室温下, 在




( 4) 沉积物样品腐殖酸含量的测定: 待测液按
1. 2. 1( 3)步骤显色后,在相同条件下测量吸光值, 每个
样品重复 3次, 由标准曲线计算待测液腐殖酸浓度.
1. 2. 2  沉积物样品总 DNA 的提取
( 1)样品洗涤:取出冰冻的泥土,稍微解冻后, 在超
净工作台上,切去表层,以避免取样过程中的污染, 取
内层样品 0. 3 g 于 4. 5 mL 离心管中, 用 3 mLTENP
缓冲液( 50 mmol/ L Tris2Cl, 20 mmol/ L EDTA, 100
mmol/ L NaCl, 0. 01g/ mL PVP (聚乙烯吡咯烷酮) ,
pH10) ,旋涡振荡 3 min, 65 e 水浴 3 min,再旋涡振荡
3 min,室温 8 000 r/ min离心 10 min,弃上清液,重复
洗涤,至上清液较为澄清.
( 2) DNA 提取: 洗涤后的样品中加入 3 mL 的
DNA 提取缓冲液( 100 mmol/ L Tr is2Cl, 100 mmol/ L
EDTA, 200 mmol/ L NaCl, 0. 01 g/ mL PVP, 2%
CTAB, pH8. 0) , 旋涡振荡充分, 加入 0. 3 mL 溶菌酶
( 50 mg/ mL) , 37 e 水浴 1 h, 每隔 15~ 20 min 轻轻振
荡混匀;酶解后,加入1 mL20%的SDS, 65 e 水浴2 h,
每隔 15 min 轻轻振荡混匀;加入等体积的氯仿/异戊
醇( 24: 1) , 轻轻上下颠倒混匀 3次, 室温 10 000 r/ min
离心 10 min, 收集上清液;用等体积的酚/氯仿/异戊
醇( 25: 24: 1)抽提 1~ 2次后, 再用等体积的氯仿/异戊
醇抽提 1~ 2次,上清液转移至新的离心管,加入 0. 25
倍体积的 10 mol/ LNH 4AC, 颠倒混匀后, 再加入 0. 6
倍体积的异丙醇室温沉淀 DNA 1 h, 室温 12 000 r/
min离心 20 min,小心弃上清液, 用 4 e 预冷的 70%乙
醇洗涤沉淀, 室温 12 000 r/ min 离心 10 min,重复 2
次以上,沉淀干燥后重悬于 50 LL 的 TE (10 mmol/ L
Tris2Cl, 1 mmol/ L EDTA)缓冲液中, 于- 20 e 保存.
1. 2. 3  提取 DNA 的定量
KDNA(500 ng/ LL)与提取 DNA同时进行常规的
琼脂糖凝胶电泳,经 EB染色后,以 KDNA 分子量标记
为标准,用 TANON凝胶分析软件进行分析定量.
1. 2. 4  沉积物 DNA的提取效率
取沉积物样品 3 g于 121 e 湿热灭菌 1 h, 平均分
为 6份,其中 3份直接提取灭菌后沉积物的微生物总
DNA,检查灭菌情况. E. col iDH5A隔夜培养后, 离心
收集菌体,无菌水洗涤 3次, 然后悬浮于 7. 5 mL无菌
水中,以无菌操作取 0. 5 mL分别接种于另外 3份 0. 5
g的灭菌样品中,摇床振荡吸附 0. 5 h 后, 按上述方法
进行 DNA 提取.同时设置纯菌作为对照.提取后按上
述的定量方法分别定量对照样品 DNA 和各处理样品
DNA 的提取量,计算提取效率. 提取效率= 各处理的
提取量/对照的提取量@100% .
1. 2. 5  DNA纯度检测
将提取的 DNA 稀释 10 倍, 测定其在 230、260、
280 nm吸光值,计算 A260 /A230、A260 /A280的比值,计算
样品的纯度.
1. 2. 6  限制性酶切
选用 BamHI, Msp I, Sau3A I 对总 DNA 进行限




模板 DNA, 2 LL10 @缓冲液, 1 LL 限制性酶, 2 LL 质
粒 DNA(如有加) ,补 ddH 2O 至总体积 20 LL, 37 e 水
浴过夜. 1%琼脂糖胶检测,电压为 10 V # cm- 1 ,电泳
1 h, EB染色,凝胶成像系统成像.
1. 2. 7  PCR扩增
( 1) 16S rDNA的扩增:为检测提取 DNA 样品中
杂质对于 PCR 扩增的影响, 及对不同 Taq酶活性的
抑制作用,采用细菌的 16S rDNA 的特异性引物,分别
在普通 Taq DNA 聚合酶(博亚公司)和高保真 ExTaq
DNA 聚合酶( TakaRa 公司)作用下进行 PCR 扩增.
16S rDNA 的引物 1序列
[ 7]
为: 5c2AGAGTTTGATC2
CTGGCTCAG23c(E . col i bases 8 to 27) , 引物 2序列
为: 5c2TACCTTGTTACGACTT23c ( E. col i bases
1507 to 1492) . PCR扩增体系为 25 LL,包括: 10 @缓
冲液 2. 5 LL, dNTP( 10 mmol # L
- 1
) 0. 5 LL,引物 1、
2( 10 Lmol # L - 1 )各 0. 5 LL, Mg2+ ( 25 mmol # L - 1)
2. 5 LL, BSA(牛血清白蛋白) ( 1 mg # mL - 1) 2. 5 LL,
DNA 模板 50 ng, Taq DNA 聚合酶 1. 25 U 或 ExTaq
DNA 聚合酶 0. 75 U ,补加 ddH 2O. 反应条件: 95 e 预
变性 5 min, 94 e 变性 1 min, 55 e 退火 1 min, 72 e 延
伸 2 min, 30 个循环, 72 e 延伸 10 min. PCR 产物用
1%的琼脂糖凝胶电泳检测.
( 2) 16S rDNA2V3高变区的扩增:用细菌的 16S
rDNA 通用引物,扩增出 16S rDNA 的 V3高变区,引
物序列为 Eubac341F [ 8] : 5c2CC TAC GGG AGG CAG
CAG23c, Eubac517R
[ 8]
: 5c2ATT ACC GCG GCT GCT
GG23c, GC2夹子: 5c2CGC GCC GCC CGC GCG CCG
GGC GCG GCG GGG GCA CGG GGG G23c, GC2夹
子加到 341F 的 5c端; PCR 扩增体系为 50 LL, 包括:
10@缓冲液 5 LL, dNTP( 10 mmol # L
- 1
) 1 LL,引物
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1、2( 10L mol # L
- 1
) 1 LL, Mg
2+
( 25 mmol # L
- 1
) 2. 5
LL, DNA 模板 50 ng, 普通 Taq DNA 聚合酶 2. 5 U,
BSA(1 mg # mL - 1) 5 LL,补加 ddH 2O; PCR 扩增条件
为: 94 e 预变性 5 min 后, 先进行 10 个循环的降落
PCR( 94 e 变性 1 min, 65 e 退火 1 min, 72 e 延伸 1
min, 94 e 变性 1 min, 65 e 退火 1 min, 72 e 延伸 1
min, 退火温度由 65 e 到 55 e , 每两个循环减 1 e ) ,再
进行 20 个循环( 94 e 变性 1 min, 55 e 退火 1 min,
72 e 延伸 1 min) ,最后 72 e 延伸 10 min. PCR产物用
PCR产物纯化试剂盒( E. Z. N. A kit, 泰京公司)进行
纯化.
1. 2. 8  变性梯度凝胶电泳(DGGE)
PCR 产物用基因突变检测仪 ( Bio2Rad Dcode,
USA )分析, PAGE(聚丙烯酰胺)胶浓度为 8% (质量
浓度) ,变性梯度为 40%~ 60%( 100%的变性剂包括 7
mol # L- 1的尿素和 40%的甲酰胺) ,在预热 60 e 的 1
@TAE(20 mmol # L - 1 T ris2Cl, 10 m mol # L- 1醋酸,
0. 5 mmol # L
- 1
Na2EDTA)和 40 V 电压下, 电泳 20
min, 后在 150 V 电压下,电泳 7 h 后电泳结束,进行银
染,扫描仪扫描.
表 1 研究所用的沉积物样品
Tab. 1  The samples tested in this st udy
虾  池 采样时间 腐殖酸含量(干) / ( mg# g- 1 )
旧池 2004202221 25. 65 ? 0. 10
2004203213 33. 36 ? 0. 07
2004204203 30. 78 ? 0. 08
新池 2003212206 22. 10 ? 0. 05
2004203213 23. 61 ? 0. 05
2004204203 22. 16 ? 0. 09
1. 2. 9  银染
固定液( 10% 乙醇, 0. 5%乙酸)固定 5 min, 银染
液( 10%乙醇, 0. 5%乙酸, 0. 2%硝酸银)银染 10 min,
ddH 2O洗涤 2 min,显色液( 3%NaOH, 0. 5%甲醛)显
色 5 min,终止液( 10%乙醇, 0. 5%乙酸)终止 5 min.
2  结果与分析




中腐殖酸含量在( 22. 10 ? 0. 05) mg~ ( 33. 36 ? 0. 07)
mg之间, 总体上旧池的沉积物腐殖酸含量比新池的
 图 1  不同样品总 DNA 提取效果
M. Lambda DNA/ EcoR I+ H ind II I; 1. 20042042
03 旧池; 2. 2004204203 新池; 3. 2004203213 新池;
4. 2004203213 旧池; 5. 2004202221 旧池 ; 6. 20042
12206 新池 上样量 5LL
 F ig. 1  Total DNA extr act ed from different sediments
 图 2  DNA 的提取效率检测
M. Lambda DNA/ EcoR I+ H ind III; 1.灭菌泥土;
2.灭菌泥土+ E. coli; 3. E. coli菌体
 F ig. 2  Eff iciency of total DNA ext raction
高.
2. 2  不同样品总 DNA的提取
图 1显示, 所得 DNA 片段的大小均大于 23 kb,
且条带较为单一.在有的点样孔有大块亮带, 可能是更
大片段的 DNA, 每克湿的沉积物中提取的 DNA 产量
从( 2. 00 ? 0. 05) Lg~ ( 20. 00 ? 0. 05) Lg(表 2) .
DNA 的 A260 /A230和 A260 /A280值如表 3.从表 3可
知所提取 DNA 的 A260 /A230都在 1. 2 左右, A260 / A280
都在 1左右,说明此提取方法对腐殖酸等杂质的去除
效果较为稳定.
2. 3  沉积物总 DNA的提取效率
DNA 的提取效率就是指样品中有多大比例的微
生物 DNA 被提取出来. 提取效率实验 (图 2)表明
DNA 的提取效率达到 90%以上, 同时抽提出的 DNA
片段大小与常规方法提取的 DNA 一样, 说明此提取
方法不会导致 DNA 总量的减少及片段的严重剪切.
2. 4  限制性酶切
为检测此方法提取的总 DNA 的纯度, 对提取的
DNA进行了限制性酶切 .酶切结果如图3. 样品的大
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表 2 各沉积物样品(湿)的 DNA 量
  T ab. 2 Total DNA yields extr acted from different sediments(wet)     (Lg/ g)
样品来源
旧   池
2004202221 2004203213 2004204203
新   池
2003212206 2004203213 2004204203
DNA的产量 8. 33 ? 0. 05 20. 00? 0. 05 16. 67? 0. 05 2. 00? 0. 05 10. 00 ? 0. 05 3. 33? 0. 05
表 3  从各样品获得 DNA 的纯度
Tab. 3  Purity of t otal DNA extracted from diff er ent sediments
使用的样品 A260/ A230 A260 /A280 使用的样品 A260 / A230 A260/ A280
2004202221  旧池 1. 12? 0. 02 0. 89? 0. 01 2003212206  新池 1. 10 ? 0. 02 0. 86? 0. 01
2004203213  旧池 1. 12? 0. 02 0. 95? 0. 01 2004203213  新池 1. 11 ? 0. 02 0. 94? 0. 01
2004204203  旧池 1. 16? 0. 02 0. 97? 0. 01 2004204203  新池 1. 14 ? 0. 02 0. 96? 0. 01
 图 3  对总 DNA 进行限制性酶切的电泳图谱
M. 22log DNA Ladder; 1, 8. undigest ed DNA; 2.
undigest ed pBV220; 3. ( + ) control, pBV220 di2
gested wit h BamH I; 4, 9. DNA digested with
BamHI; 5, 10. DNA mixed with pBV220 digested
with MspI ; 6, 11. DNA digest ed with Sau3A I; 7.
无上样
 F ig. 3  Rest riction enzyme digest of total DNA
片段 DNA都己被切成小片段, 提取的 DNA 与 pBV2
220质粒载体混合,也未影响酶切作用位点, 说明提取
的 DNA 样品含腐殖酸等杂质的量, 对酶切反应不存
在明显的干扰.
2. 5  PCR扩增
DNA 样品中腐殖酸等杂质的存在会通过鳌合镁
离子而降低 Taq酶的活性,且对不同来源的 Taq酶其
最低抑制浓度(MIC)差异较大[ 9] . 本研究选择的具有
代表性的两种酶,以提取的 6份 DNA 样品为模板进
行 PCR扩增,均扩增出了目的条带(图 4) , 说明此方
法基本消除腐殖酸等杂质对 PCR扩增的影响.
2. 6  变性梯度凝胶电泳( DGGE)
为了检测该方法提取的 DNA 对微生物多样性的
影响, 采用 DGGE对虾池沉积物样品总 DNA 进行分
析,同时对比了 PCR 产物纯化前后在 DGGE 图谱上
的差别, 结果见图 6.纯化前后 PCR 产物的 DGGE 图
 图 4  对总 DNA 16S rDNA 扩增
M. Lambda DNA/ EcoR I+ H ind III; 1.阴性对照;
2. E. coli; 3. 枯草杆菌; 4~ 9. 用普通 Taq酶扩增;
10~ 15.用 ExT aq酶扩增
 F ig. 4  16S rDNA PCR of total DNA
 图 5  对总 DNA 的 16S rDNA 的 V3区扩增
M. 22log DNA Ladder ; 1. 阴性对照; 2. 2004204203
旧池; 3. 2004203213 旧池; 4. 2004203213 新池; 5.
2004202221 旧池; 6. 2004212206 新池; 7. 20042042
03 新池; 上样量 5LL
 F ig. 5  PCR amplif ication of 16S rDNA V3 region of to2
tal DNA
谱在主要条带的分布上不存在明显的差异, 但以纯化
后的 PCR 产物进行 DGGE 分析得到的条带更为清
晰.不同的带型代表虾池沉积环境不同的微生物, 由图
可见虾池沉积环境存在丰富的微生物多样性.说明此
方法提取的 DNA 具有代表性, 未经纯化可以直接用
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 图 6  V3 扩增产物的 DGGE 图谱
1, 2. 2004204203 新池; 3, 8. 2003212206 新池; 4,
9. 2004202221 旧池; 5, 10. 2004203213 新池; 6, 11.
2004203213 旧池; 7, 12. 2004204203 旧池; 1 ~ 5,
12. PCR产物纯化前; 6~ 11. PCR产物纯化后
 F ig. 6  DGGE profile of amplif ied V3 fragments
于微生物群落结构的分子生态学分析.
3  讨  论












1) ;而腐殖酸的存在会影响后续 DNA 的 PCR 扩增、
限制性酶切以及杂交等分子生物学实验.
以往进行沉积物总 DNA 提取的研究总是先粗提
DNA,再对其进行腐殖酸脱除[ 10] , 但对于腐殖酸含量
较高的样品纯化过程会造成 63%的 DNA 损失,有些
方法即使能获得A260 / A280值高于 1. 8的高纯度 DNA,
但在 PCR扩增中仍不稳定[ 11] . 因此这些方法即便是
获取了浓度较高的 DNA,也能通过 PCR产物进行多
样性的分析, 但纯化过程中丢失如此之多的 DNA 则
使其多样性的客观性可信度降低.
由于腐殖酸的大小和电荷性与 DNA 相似, 其酚
羟基与 DNA 的氨基结合或被氧化成醌与 DNA 共价
结合
[ 12]
,因此在 DNA 提取过程中易与 DNA 结合而
共沉淀.本研究采用在微生物细胞裂解之前将腐殖酸
从反应体系中去除的新方法,以防它与裂解后的核酸
结合, 从根本上消除腐殖酸等杂质对 DNA 的污染,提
高 DNA 的质量.




作用.本研究在 Picard等[ 13]从土壤中提取 DNA 时建
立的 TENP 缓冲液的基础上,结合腐殖酸的理化性质
及微生物对 pH 值的耐受范围[ 10] ,对该缓冲液的组成
加予调整, 旨在通过 EDTA 螯合重金属离子, 通过




3. 3  微生物细胞的裂解
在高效裂解细胞的同时对已释放出的 DNA 不予
破坏是提高 DNA 质量的决定因素. 目前已报道的裂
解法主要有碾磨法、超声波裂解法、液氮冻融法、变性
剂热裂解法、酶解法等. 为了减少对 DNA 的机械损
伤,本研究采用较为温和的溶菌酶2SDS 裂解法, 并对
时间和温度加以控制, 从而在有效地裂解细胞的同时
获得 23 kb以上的大片段 DNA(图1) ,降低了 PCR扩
增中由断裂的小片段形成嵌合产物的可能性.
3. 4  DNA的提取效果
采用在细胞裂解前去除腐殖酸的提取方法提取的
DNA,其 A260 / A230的比值在 1. 2 左右, A260 /A280的比
值在 1左右,低于纯DNA 的比值(A260 /A230> 2, A260 /
A280> 1. 8) , 主要因为提取的 DNA 溶液中含有金属
离子,这些也会影响 260、230和 280 nm 波长的吸收
值,但却不影响酶切 (图 3) , 经 1 B 10, 1 B 100倍的稀
释,在 BSA的保护下即可直接用于 P CR 扩增(图 4、
5) ,说明在微生物细胞裂解前的洗涤过程基本消除了
腐殖酸等杂质对 DGGE 的影响.
3. 5  变性梯度凝胶电泳( DGGE)分析
DNA 的提取是微生物分子生态学研究中最重要
的实验技术之一, 高质量 DNA 的提取是进行后续实
验的基础. 不同的 DNA 提取方法会产生不同的
DGGE 结果[ 9] .该 DGGE 结果展示了沉积物中存在丰
富的微生物多样性, 进一步表明该提取方法的可靠性.
4  结  论
本研究建立了一种快速、高效的从虾池沉积环境
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微生物中直接提取 DNA 的方法. 该方法无需特殊仪
器,整个过程可在较短的时间内完成. 提取后的 DNA
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Study on DNA Extraction from Mar i2culture Sediments Environment
FU Lian2ying1, XI Feng2, 3 , YUAN Jian2jun4 ,
WANG Gui2zhong3 , TIAN Yun1, ZH ENG Tian2 ling1, 3*
( 1. Enviromental M icroorganism Institute, School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 361005, China;
2. Aquaculture Biological T echnique Institute, Jimei Universit y, Xiamen 361021, China;
3. State Key Lab. of Marine Environmenta l Science, College of Oceanography and
Environmental Science, Xiamen University, Xiamen 361005, China;
4. Dept. of Biology, Quanzhou Normal College, Quanzhou 362000, China)
Abstract: Microorganisms play an impor tant role in the bio2geochemica l cycle. H owever, the major ity of microbes in the environ2
ment are non2culturable by the t raditional cultivation and separation which can't demonst rate the changing community structures of
the microorganisms. The use of molecular techniques for diversit y can overcome this limitation and enhance the knowledge of microor2
ganisms community structur e. T o establish an eff icient DNA extr act ion met hod from shr imp pond sediments for fur ther molecular
manipulat ion, T ENP buffer was used to remove humic acids from sediments before cell lysis in this study, then SDS was combined
with lysozyme in t reatments. As a result, the r ecovery rat io is high, r eaching more than 90% . DNA yields ranged from 2 to 20Lg per
gr am wet sediment, with t he size over 23 kb, which could be used dir ectly for PCR amplificat ion and restr iction enzyme digestion
without extensive pur ification. In addition, the analysis of DGGE was done using the extr acted DNA as template, indicating the abun2
dant diversit y of the sediments. T herefor e, this is a simple, reliable protocol to extract DNA from the shr imp pond sediments.
Key words: shrimps pond; DNA extraction; PCR; restr iction enzyme digestion; DGGE
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